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© Verfahren zur Sterilisation von Plasma Oder Plasmafraktionen. 



© Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Sterilisation von Plasma Oder Plasmafraktionen einschliefllich solcher 
Fraktionen. die den Blutgerinnungsfaktor VIII enthalten. unter Behandlung mit /S-Propiolacton Oder UV-Strahlung. 
bei dem vor Oder gleichzeitig mit der Behandlung mit /3-Propiolacton oder UV-Strahlung eine Behandlung mit 
Tri-n-butylphosphat und Natriumcholat Oder Tween 80 durchgefiihrt wird. 
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Verfahren zur Sterilisation von Plasma Oder Plasmafraktionen 



Die Erfindung betrifft das in den Patentanspruchen beschriebene Verfahren zur Sterilisation von Plasma 
Oder Plasmafraktionen einschliefllich Praparaten, die den Blutgerinnungsfaktor VIM enthalten. 

Humanes Plasma Oder daraus hergestellte Plasmaderivate enthalten potentiell humanpathogene Viren, 
die den Empfanger dieser Praparate dem Risiko einer Infektion mit Hepatitis B Virus. Hepatitis Non-A f Non- 

s B (NANB) Virus, Oder HIV (AIDS) aussetzen. Humane Plasmapraparate mussen deshalb einem wirksamen 
Sterilisationsverfahren unterzogen werden, z. B. durch Hitzebehandlung, Behandlung mit Chemikalien oder 
Bestrahlung. Eine Hitzebehandlung ist fGr Praparate, die Gerinnungsfaktoren enthalten. nicht geeignet, da 
die Gerinnungsfaktoren schbn durch einstundiges Erhitzen auf 60* C zerstort werden. 

Von LoGrippo wurde ein Sterilisationsverfahren vorgeschlagen (vgl. G.A. LoGrippo u.a., "Chemical and 

io Combined Methods for Plasma Sterilization", Bibl. Haematol.. Bd. 7 (1958), S. 225 bis 230). bei dem 
Humanplasma mit 0-Propiolacton behandelt wurde und diese Behandlung mit einer Bestrahlung mit UV- 
Strahlen kombiniert wurde. Durch dieses Verfahren werden die relevanten humanpathogenen Viren, HBV, 
HNANBV. HIV mit hoher Effektivitat inaktiviert, ebenso Bakteriophagen, Sendai-Virus und zahlreiche andere 
Viren. unabhangig von Virusgr6i3e, Genom oder Hullstruktur. Es werden sowohl RNA- als auch DNA-Viren, 

75 Viren mit Lipidhulle ("Lipidviren") oder Proteinhullen ("Proteinviren") gleichermai3en inaktiviert. Die Effektivi- 
tat des j8-Propiolacton/UV-Verfahrens ist so hoch. da/3 auch sensible Plasmaproteine, insbesondere der 
Blutgerinnungsfaktor VIII (F VIII), an Aktivitat verlieren. So ist es bisher nicht gelungen, mittels des $• 
Propiolacton/UV-Verfahrens Faktor VIII mit ausreichender Ausbeute zu steriiisieren, obwohl andere Plasma- 
proteine. wie Serumkonserven, der Prothrombinkomplex (PPSB) oder Fibrinogen erfolgreich diesem Verfah- 

20 ren unterzogen werden konnen. 

jS-Propiolacton reagiert mit RNA (Ribonukleinsaure) oder DNA (Desoxyribonukleinsaure), in geringerem 
Ma/3e mit Proteinen und. wird in einer dritten Reaktion mit Wasser zu £-Hydroxypropionsaure abgebaut. 

Durch UV-Strahlung wird RNA oder DNA sowohl durch intramolekulare Reaktionen als auch durch 
Spaltung zerstort. Die Wirksamkeit der UV-Bestrahlung ist dabei urn so hoher je verdtinnter die Proteinlo- 

25 sung und je niedriger die optische Dichte bei 254 nm ist. 

Aus der DE PS 30 33 932 ist ein Verfahren zur Kaltsterilisation von Blutgerinnungsfaktor VIII enthalten- 
den Praparaten bekannt, bei dem die den F VIII epthaltende Proteirilosung in 4 Stufen mit einem 
nichtionogenen Tensid behandelt, mit UV-Licht bestrahlt. mit £-Propiolacton behandelt und einer Adsorp- 
tionsbehandlung mit kolloidaler Kieselsaure unterworfen wird. Auch bei diesem umstandlichen Verfahren 

30 wurde jedoch noch keine gute Ausbeute an Faktor Vlll-Aktivitat erreicht. 

Aus Transfusion. Bd. 25. Nr. 6 (1985), Seiten 516 bis 522. ist ein weiteres Kaltsterilisatipnsverfahren 
bekannt. welches Viren mit Lipidhulle (Lipidviren) durch Behandlung mit Tri-n-butylphosphat/Natriumcholat 
(TNBP/NC) inaktiviert. Fur dieses Verfahren wurde zwar eine Inaktivierung von Hepatitis B Virus. Hepatitis 
NANB Virus und HIV (AIDS) nachgewiesen, und auch Faktor VIII ist ohne entscheidende Verluste an 

35 Aktivitat durch dieses Verfahren sterilisierbar; dieses TNBP'NC- Verfahren bewirkt jedoch keine Inaktivierung 
von Viren, deren Hulle keine Lipidbestandteile aufweist. "Proteinviren" (z. B. Ox 174) werden nicht 
inaktiviert, so da/3 dieses Verfahren auf Lipidviren beschrankt ist. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur Sterilisation von Plasma oder Plasmafrak- 
tionen einschliefllich solcher Fraktionen, die den Blutgerinnungsfaktor VIII enthalten, unter Behandlung mit 

40 j9-Propiolacton und/oder UV-Strahlung bereitzustellen, das einerseits eine verbesserte Ausbeute an Faktor 
Vlll-Aktivitat ergibt und andererseits sowohl die humanpathogenen Lipidviren als auch die humanpathoge- 
nen Proteinviren inaktiviert. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgema/3 dadurch gelost. da/3 man vor oder gleichzeitig mit der Behand- 
lung mit £-Propiolacton oder UV-Strahlung eine Behandlung mit Tri-n-butylphosphat und Natriumcholat oder 

45 Tween 80 durchfuhrt. 

Uberraschenderweise wurde festgestellt, da/3 durch die erfindungsgema/3e Kombination einer Behand- 
lung mit 0-Propiolacton oder UV-Strahlung mit einer Behandlung mit Tri-n-butylphosphat und Natriumcholat 
oder Tween 80 eine drastische und synergistische Steigerung der Inaktivierung von Lipidvire"ri und 
Proteinviren bewirkt wird, obwohl Tri-n-butylphosphat und Natriumcholat oder Tween 80 allein gegen 
50 Proteinviren nahezu oder vollkommen unwirksam sind. Offensichtlich wird durch das Tri-n-butylphosphat 
und Natriumcholat oder Tween 80 die im Plasma und in den Plasmafraktionen vorhandene. das @- 
Propiolacton abbauende Aktivitat beseitigt und dadurch eine deutliche Steigerung der Wirksamkeit des 
Propiolactons bewirkt. Die synergistische Wirkung von UV-Strahlung mit Tri-n-butylphosphat und Natrium- 
cholat Oder Tween 80 konnte auf einer gewissen Destabilisierung der Protein- und Lipidviren durch die 
Losungsmittel/ Detergens-Behandlung beruhen. Die Kombinationsmethode mit UV-Strahlung fuhrt zu einer 
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hoheren Inaktivierung als die Summe der Einzeschritte alleine. Daruberhinaus wird durch das erfindungsge- 
ma/le kombinierte Sterilisationsverfahren die Faktor Vlll-Aktivitat nicht wesentlich vermindert. 

Das erfindungsgema/te Sterilisationsverfahren kann mit Plasma, d. h. Humanblutplasma und Plasma- 
fraktionen durchgefuhrt werden. Als Plasmafraktionen, die den Blutgerinnungsfaktor VIII enthalten, konnen 

5 Kryoprazipitat oder eine Cohn-Fraktion I verwendet werden. Die Sterilisation wird bei einem pH-Wert von 
4,5 bis 8.3, vorzugsweise bei einem pH-Wert von 7,2 und bei einer Temperatur von +4 bis 37 "C, 
vorzugsweise bei 23 *C, durchgefuhrt. Die Behandlung mit Tri-n-butylphosphat und Natriumcholat Oder 
Tween 80 wird vor oder gleichzeitig mit der Behandlung mit £-Propiolacton oder UV-Strahlung durchge- 
fuhrt. Vorzugsweise erfolgt zuerst eine Inkubierung mit Tri-n-butylphosphat und Natriumcholat oder Tween 

w 80 fur eine Dauer von 60 bis 90 min. und dann eine Behandlung mit 0-Propiolacton wahrend weiterer 60 bis 
90 min. oder eine Bestrahlung mit UV-Licht. Dabei werden das Tri-n-butylphosphat in einer Konzentration 
von 0,05 bis 0,5 %, vorzugsweise 0,3 %. und das Natriumcholat in einer Konzentration von 0,03 bis 0.4 %, 
vorzugsweise 0,2 %, angewendet. Bei Verwendung von Tween 80 anstellte von Choiat wird dieses in einer 
Konzentration von vorzugsweise 1 % eingesetzt. Das £-Propiolacton wird in einer Konzentration von 0,01 

15 bis 0,3 % angewendet. Wenn eine Plasmafraktion, die den Faktor VIII enthalt. sterilisiert werden soli, wird 
da/J 0-Propiolacton in einer Konzentration von 0,01 bis 0.25 %, vorzugsweise 0,05 % angewendet. Der pH- 
Wert wird durch Zugabe von Natronlauge konstant gehalten. 

Die Bestrahlung mit UV-Licht wird mit einer Intensitat durchgefuhrt, fur die eine zuverlassige Inaktivie- 
rung von Viren ausreichend ist. Beispielsweise wird die Bestrahlung in einer Rotationsdurchfluflapparatur mit 

20 2 x 20 Watt UV-Lampen 500-700 UPM und einem Durchflufl von 20 I pro Stunde bei einer Schichtdicke von 
1 mm in 1 cm Abstand durchgefuhrt. 

In den nachstehenden Beispielen wird gezeigt, da/3 die Aktivitat von Faktor VIII durch das erfindungsge- 
mafle kombinierte Verfahren nicht wesentlich vermindert wird und daB die Inaktivierung von Proteinviren 
durch die Kombination einer Behandlung mit 0-Propiolacton und/oder UV-Strahlung mit einer Vorbehand- 

25 lung oder gfeichzeitigen Behandlung mit Tri-n-butylphosphat und Natriumcholat oder Tween 80 gegenuber 
einer Inaktivierung mit £-Propiolacton und/oder UV-Strahlung allein drastisch gesteigert wird, obwohl eine 
Behandlung mit Tri-n-butylphosphat und Natriumcholat oder Tween 80 allein fur eine solche Inaktivierung 
nahezu bzw. vollkommen unwirksam ist. 

Tri-n-butylphosphat/Natriumcholat bzw. Tri-n-butylphosphat/Tween 80 dient somit hier nicht zur inakti- 

30 viefung von Viren, sondern zur Steigerung der Wirksamkeit von 0-Propiolacton bzw. der UV-Bestrahlung. 
Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele erlautert. 



Beispiel 1 

35 

100 ml Humanplasma, befreit von Kryoprazipitat wurden mit 0,3 % Tri-n-butylphosphat und 0,2 % 
Natriumcholat versetzt und 60 min. bei pH 7,2 und 23 *C behandelt. 

Anschlie/tend wurden 50 ul 0-Propiolacton (0,05 %) zugesetzt und das Plasma weitere 60 min. bei 23* C 
und pH 7,2 inkubiert. Gemessen wurde die F Vlll-Aktivitat nach jS-Propiolacton Einwirkung mit und ohne 
40 Kombination mit TNBP. Von der Faktor VIII Aktivitat in Plasma blieben 78 % nach 0-Propiolacton- 
Behandlung, 58 % nach TNBP-Cholat-Behandlung und 62 % nach kombinierter Behandlung erhalten 
(unbehandeite Kontrolle = 100 %). 



45 Beispiel 2 

100 ml Plasma wurden wie in Beispiel 1 mit Tri-n-butylphosphat/Natriumcholat vorbehandelt und 
anschlie/tend mit 0,25 % £-Propiolacton sterilisiert. Gemessen wurde die Inaktivierung des zuvor zugesetz- 
ten Bakteriophagen 0x 174 im Vergleich zu nicht TNBP-Cholat vorbehandeltem Plasma. Gefunden wurde 
so eine Steigerung der Inaktivierung von 0x 174 um den Faktor - 72.000 im Vergleich zu nicht TNBP-Cholat 
vorbehandeltem, 0- P ro pi o\ acton sterilisierten Plasma. 
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Beispiel 3 

100 ml Kryoprazipitat (F Vlll) f gelost in 0,15 M Glycin, wurden mit 50 ul /3-Propiolacton (0,05 %) 
versetzt und 90 min. bei pH 7,2 und 23 # C inkubiert 
5 Gemessen wurde die Inaktivierung des zuvor zugesetzten Bakteriophagen Ox 174. Erzielt wird eine nahezu 
20fache Steigerung der Inaktivierung durch die Kombination TNBP-Cholat + £-Propiolacton im Gegensatz 
zur 0-Propiolacton-Behandlung ailein. 



ro Beispiel 4 

100 ml Faktor VIII Konzentrat gelost in 0,15 ml NaCI. wurden mit 0,3 % Tri-n-butylphosphat und 0,2 % 
Natriumcholat versetzt und 60 min. bei pH 7,2 und 23 "C inkubiert. Anschlieflend wurden 50 ul &- 
Propiolacton (0,05 %) zugegeben und die Losung 90 min. bei pH 7,2 und 23* C inkubiert. Die nachfolgende 
75 Tabelle 1 zeigt die Ausbeute an Faktor VIII Aktivitat nach 0-Propiolacton-Behandlung nach vorheriger 
Inkubation mit Tri-n-butylphosphat/Natriumcholat. Die Aktivitat von Faktor VIII bleibt nahezu vollstandig 
erhalten. 



20 Beispiel 5 

Je 100 ml Plasma Oder Faktor Vlll-Konzentrat wurden mit dem Bakteriophagen 0x 174 versetzt und 
sowohl mit als auch ohne Vorbehandlung mit Tri-n-butylphosphat/Natriumcholat (TNBP/NC) mit ^-Propiolac- 
ton (0,05 %) steriiisiert. Das Ergebnis zeigt die nachfolgende Tabelle 1. 
25 Der Bakteriophage 0x 174 besitzt keine Lipidhulle und wird erwartungsgemafl durch TNBP/NC nicht 
inaktiviert. Beobachtet wird jedoch eine deutliche Steigerung der viruziden Wirkung von 0-PL durch die 
Vorbehandlung mit TNBP/NC. 



Tabelle 1 

30 



Inaktivierung von 0x 174 durch TNBP/NC, 0-PL und die Kombination 0-PLTNBP-NC 


Praparat 


Behandlung 


Inaktivierung 0x 


Steigerung der 


Ausbeute F 






174 (logio) 


Effektivitat 


VIII (%) 


Plasma 


0,05 % jS-PL 


1,16 




78 




TNBP-NC* 


0,20 




58 




TNBP-NC* 0,05 % £-PL 


3,71 


x 355 


62 




Kontrolle unbehandelt 






100 


Plasma 


0.25 % 0-PL 


2,30 








TNBP-NC* 


0,02 








TNBP-NC* 0,25 % 0-PL 


7,16 


x 72440 






Kontrolle unbehandelt 








F 


0.05 % 0-PL 


0.78 




95 


VIII 


TNBP-NC* 


0,16 




100 




TNBP-NC* 0,05 % 0-PL 


2,04 


x 18 


93 




Kontrolle unbehandelt 






100 



-0.2 % bis 0,3 % 



Beispiel 6 

Je 100 ml Faktor Vlll-Konzentrat wurden mit dem Bakteriophagen Kappa versetzt und sowohl mit als 
auch ohne Vorbehandlung mit 0.3 % Tris-n-butytphosphat und 1 % Tween 80 mit UV-Licht bestrahlt (2 
Rohren 20 W). Die Probe ohne Vorbehandlung mit TNBP/Tween 80 wurde nach der UV-Bestrahlung mit 
TNBP-/Tween 80 behandelt Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 dargestellt. 
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Tabelle 2 



io. 



Behandlung 


Inaktivierung 
Kappa (logio) 


Ausbeute F 
VIII (%) 


UV 


3.6 




UV + TNBP/Tween 80 


3,8 


79 


TNBP/Tween 80 


0,4 




TNBP/Tween 80 + UV 


5,4 


74 



Die Behandlung mit TNBP/Tween 80 mit anschlieflender UV-Bestrahlung (log 5.4) ist somit rund 60 mal 
wirksamer bei der Inaktivierung des Proteinviren Kappa als die UV-Bestrahlung alleine (log 3.6). 
75 TNBP/Tween 80 allein ist nahezu unwirksam. 



Anspruche 

20 1. Verfahren zur Sterilisation von Plasma oder Plasmafraktionen einschliefllich solcher Fraktionen, die 
den Blutgerinnungsfaktor VIII enthalten, unter Behandlung mit 0-Propiolacton oder UV-Strahlung, dadurch 
gekennzeichnet, da/3 man vor oder gleichzeitig mit der Behandlung mit /3-Propiolacton oder UV-Strahlung 
eine Behandlung mit Tri-n-butyl-phosphat und Natriumcholat Oder Tween 80 durchfuhrt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet dafl man die Sterilisation bei einem pH-Wert 
25 von 4,5 bis 8,3 und einer Temperatur von +4 bis 37* C durchfuhrt. 

3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 2, dadurch gekennzeichnet, dafl man das Tri-n- 
butylphosphat in einer Konzentration von 0,05 bis 0,5 % und das Natriumcholat in einer Konzentration von 
0,03 bis 0.4 % anwendet. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, da/3 man das Tri-n- 
30 butylphosphat in einer Kpnzentration von 0,3 % und das Natriumcholat in einer Konzentration von 0,2 % 

anwendet. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, da/3 man das Tri-n- 
butylphosphat in einer Konzentration von 0,3 % und das Tween 80 in einer Konzentration von 0,15-2 % 
anwendet. 

35 6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet. da/3 man 0-Propiolacton in 
einer Konzentration von 0,01 bis 0,3 % anwendet. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, da/3 man die Sterilisation bei 
einem pH-Wert von 7,2 und einer Temperatur von 23* C durchfuhrt. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, da/3 man zur Sterilisation 
40 eines Praparates. das den Blutgerinnungsfaktor VIII enthalt, das 0-Propiolacton in einer Konzentration von 

0,01 bis 0,25 % anwendet. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet. da/3 man das 0-Propiolacton 
in einer Konzentration von 0,05 % anwendet. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, da/3 man mit UV-Licht .mit 
45 vorzugsweise 254 nm bestrahlt. 
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